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[目 的]
クロー ン病 は,そ の発症 に遺伝 因子 が関与 して お り,2005年 にYamazakiら は 日本人 クロー
ン病 と強 い相 関を示 す遺 伝子 と して ㎜8F15を 報 告 した。 強 い相 関 を認 めたT?VFSFI5領 域近
傍 の6つ の一塩基多型(SNP)は 強 い連鎖不平衡状 態にあ り,2つ の主要 なハ プロタイプ(ク ロー
ン病 リス クア リル/非 リスクア リル)を 構成 していた。2007年 にKakutaら は,刺 激 された ヒ ト
末梢 血T細 胞 で,ク ロー ン病 リス クア リル 由来 のmRNAが 非 リス クア リル 由来 のmRNAに 比
べ て 発現 が増 加 して い る事 を示 した。 本研究 で は,YamazakiやKakutaら の報 告 に基 づ き
TNFSF15遺 伝 子 の5'領 域 に存在 し強 い相関 を示 した2つ のSNP,rs7848647(-638G/A),
rs6478109(-358T/C)に 注 目 して,そ の機i能解析 を行 った。 な お,リ ス クア リル は一638A/
-358C ,非 リス クア リルは一638G/-358Tの 組 み合 わせで ある。
[方 法]
T細 胞 系培養 細胞Jurkatを 用 いて,ア リル別 にTNFSF15-mRNAの 発現量 を比較 した。 リ
ス クア リル由来 と非 リスクア リル 由来 の5'領 域塩 基配 列を種 々の長 さで挿 入 した プラス ミドを
作成 し,Jurkat細 胞,U937細 胞,HeLa細 胞 に トラ ンス フェク シ ョン後,Dual-Luciferase法
にて プ ロモ ー ター ア ッセ イを行 った。 転写因子 の存在 を確認 す るためにElectoricmobileshift
assay(EMSA)を 行 い,ま た,TFMATRIXデ ー タベ ース にて転写 因子 結合配列 を検索 し,予
測 され た転写 因子 に対 す る抗体 を用 いて,Supershiftassayを 行 った。
[結 果]
刺激下Jurkat細 胞 でTNFSF15-mRNA発 現 が上昇 し,リ ス クア リル 由来 のmRNAが 優 位の
allelicimbalanceの 状態 であ るこ とを確認 した。 プロモーター ア ッセイで は,2つ のSNPの 内,
刺 激下Jurkat細 胞 で358Cア リルが 一358Tア リルに比較 し,有 意 に転写 活性が高 い ことを確
認 した。 非刺 激 時 には,Cア リル とTア リル間で転 写活 性 に差 を認 めなか った。U937細 胞 や
HeLa細 胞で は プラ ス ミ ド間で のプ ロモー ター活性 の差 は確 認 され なか った。EMSAの 結 果 で
は,刺 激下Jurkat細 胞 の核蛋 白で は,-358Tを 含 む プロー ブにおいて 明瞭な シフ トバ ン ドを
認 め,-358Cを 含 む プ ロー ブで は弱 いシフ トバ ン ドを認 めた。他 の細 胞株か らの核蛋 白で は シ
フ トバ ン ドを確認 で きなか った。
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[結 論]
TjVFSF15遺 伝子多型 の中で,少 な くともrs6478109(-358T/C)がregulatorySNPと して
働 い てい る事 が強 く示唆 され た。-358Cア リル(リ ス クア リル)は 一358Tア リル(非 リス ク
ァ リル)と 比 較 して,刺 激時Tリ ンパ球 にお いてTNFSF15の 転 写 活性 が高 い ことに よ り,疾
患感受性 を高 めて いることが示唆 された。
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審 査 結 果 の 要 旨
[目的]ク ロー ン病 は,そ の発症 に遺伝因子が関与 して お り,2005年 にYmazakiら は 日本人 ク
ロー ン病 と強 い相 関 を示す 遺伝子 としてT?VFSF15を 報告 した。 強 い相 関 を認 めた7NFSF15領
域近 傍 の6つ の一塩 基 多型(SNP)は 強 い連鎖 不 平衡 状態 に あ り,2つ の主要 な ハ プ ロ タイプ
(ク ロー ン病 リス クア リル/非 リス クア リル)を 構成 して いた。2007年 にKakutaら は,刺 激 さ
れ た ヒ ト末梢 血T細 胞 で,ク ロー ン病 リス クア リル 由来 のmRNAが 非 リス ク ア リル 由来 の
mRNAに 比 べ て発 現 が増 加 して い る事 を示 した。 本 研 究 で は,YamazakiやKakutaら の報
告 に基 づ きTNFSF15遺 伝子の5'領 域 に存在 し強 い相 関を示 した2つ のSNP,rs7848647(一 一638
G/A),rs6478109(-358T/C)に 注 目して,そ の機能 解析 を行 った。 な お,リ ス クア リルは
一638A/-358C ,非 リス クア リル は一638G/-358Tの 組 み合わせ であ る。
[方法]T細 胞系培 養細胞Jurkatを 用 いて,ア リル別 に77VFSF15-mRNAの 発現量 を比較 した。
リス クア リル 由来 と非 リスクア リル由来の5'領 域 塩基配 列 を種 々の長 さで挿 入 した プ ラス ミ ド
を作 成 し,Jurkat細 胞,U937細 胞,HeLa細 胞 に トラ ンス フ ェク シ ョン後,Dua1-Luciferase
法 にて プ ロモ ー ター ア ッセイ を行 った。 転 写 因子 の存 在 を確 認 す るた め にElectoricmobile
shiftassay(EMSA)を 行 い,ま た,TFMATRIXデ ー タベ ース にて転 写 因子 結合配 列 を検索
し,予 測 され た転写 因 子 に対す る抗体 を用いて,Supershiftassayを 行 った。
[結果]刺 激下Jurkat細 胞 で ㎜3F15-mRNA発 現 が上 昇 し,リ スクア リル 由来のmRNAが
優 位 のallelicimbalanceの 状 態 で あ る ことを確 認 した。 プ ロモー ター ア ッセ イ で は,2つ の
SNPの 内,刺 激下Jurkat細 胞 で一358Cア リルが 一358Tア リル に比較 し,有 意 に転 写活 性が
高 い こ とを確認 した。 非刺激 時 には,Cア リル とTア リル間 で転 写活性 に差 を認 め なか った。
U937細 胞 やHeLa細 胞 で は プ ラ ス ミ ド間 で の プ ロモ ー ター活 性 の 差 は確 認 され な か った。
EMSAの 結果 では,刺 激下Jurkat細 胞の核蛋 白で は,-358Tを 含む プ ロー ブにお いて明瞭な
シフ トバ ン ドを認 め,-358Cを 含む プ ローブで は弱 い シフ トバ ン ドを認 めた。他 の細胞株 か ら
の核 蛋 白では シフ トバ ン ドを確認 できなか った。
[結 論]TNIFSF15遺 伝子 多型 の中で,少 な くと もrs6478109(-358T/C)がregulatorySNP
と して働 いて い る事 が 強 く示 唆 された。-358Cア リル(リ ス クア リル)は 一358Tア リル(非
リス クア リル)と 比較 して,刺 激 時Tリ ンパ球 にお いてTNFSF15の 転写 活性 が高 い こ とによ
り,疾 患感受性 を高 めて いるこ とが示唆 された。
よ って,本 論 文 は博 士(医 学)の 学位論文 と して合格 と認 め る。
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